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1.1. POSEBNOSTI HIDROLOGIJE IN GEOLOGIJE DINARSKEGA KRASA 
Kras je teren, kjer zaradi prepustnosti kamnin, predvsem apnenca, prevladujeta zapleteno 
podzemno pretakanje vode in raztapljanje kamnin. Kras je območje z razvitimi značilnimi 
površinskimi in podzemnimi kraškimi oblikami. Kraško območje je tudi pokrajina Kras, ki 
leži v skrajni jugozahodni Sloveniji ob italijanski meji in deloma sega tudi čez mejo. 
Območje je dalo ime kraški topografiji, zato ga imenujejo tudi klasični Kras. Na severnem 
robu Krasa se stikata dve povodji: donavsko in jadransko. Po Pivškem polju proti severu se 
reka Pivka steka v Planinsko-Postojnski jamski sistem in po nekaj vnovičnih izvirih in 
ponorih se sčasoma priključi Savi, ta pa Donavi, ki se izteka v Črno morje. Na drugi strani 
razvodnice teče reka Reka, ki se izliva v Tržaški zaliv. Še danes so znane nekatere povezave 
med povodjema, ki pridejo do izraza, kadar je visok nivo podtalnice, in omogočajo mešanje 
vode donavskega in jadranskega povodja (Kogovšek in sod., 1999; Ravbar in Šebela, 2004). 
Skupaj z vodo pa lahko prehajajo tudi podzemni vodni organizmi oziroma stigobionti. Zaradi 
zapletenega podzemnega pretakanja vod v prepustnem apnencu, ki je ponekod tudi prekinjen 
z neprepustnimi kamninami, so migracije med različnimi populacijami stigobiontov lahko 
onemogočene. Za razumevanje trenutne razporeditve posameznih vrst je potrebno tudi 
razumevanje pestre geološke zgodovine dinarskega krasa, predvsem povezano s hidrologijo. 
Tektonski premiki, ki povzročijo spremembe v hidrološkem režimu pretakanja podzemnih 
vod, bi lahko imeli močan vpliv na genetski pretok med populacijami. Pri prej enotni 
populaciji bi lahko nastala geografska pregrada, prek katere ne bi več potekala izmenjava 
genov. Novejše raziskave so pokazale, da ima večina večjih stigobiontov zaradi hidroloških 
in geoloških dejavnikov veliko manjših, razdrobljenih populacij (Trontelj in sod., 2009), 
med katerimi se lahko genetski pretok prekine, kar sčasoma pripelje do nastanka novih vrst. 
Po drugi strani pa lahko hidrologija in geologija tudi združujeta. Tako lahko pri prej 
izoliranih evolucijskih linijah pride zaradi ekstremnih hidroloških dejavnikov do priliva 
novih genov. Ravno na meji donavskega in jadranskega povodja poznamo tak primer. Kadar 
je visok nivo podtalnice, se med povodjema vzpostavi povezava in omogoča mešanje njunih 
vod ter posledično stigobiontov (Kogovšek in sod., 1999; Ravbar in Šebela, 2004). Jamske 
kozice vrste T. anophthalmus kažejo na to, da meje med povodji na kraški podlagi niso stroga 
geografska pregrada (Zakšek in sod., 2009). V nasprotju z jamskimi kozicami najdemo pri 
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jamskih enakonožnih rakih v Sloveniji dve različni vrsti, kjer vmesno geografsko pregrado 
predstavljata različni povodji. (Verovnik in sod., 2004; Konec, 2016). 
 
1.2. POPULACIJSKA STRUKTURA PODZEMNIH ORGANIZMOV 
Kadar razmišljamo o trenutni razširjenosti stigobiontske vrste, moramo upoštevati različne 
dejavnike: 
ꟷ pestro geološko zgradbo dinarskega krasa, prepleteno s podzemnimi suhimi in 
mokrimi rovi; 
ꟷ dinamičnost krasa skozi daljša zgodovinska obdobja in trenutno dinamičnost zaradi 
specifičnih hidroloških razmer; 
ꟷ pripadnost posameznih območij različnim povodjem, ki delujejo kot delno prepustna 
geografska pregrada, kjer pri določenih hidroloških razmerah lahko prihaja do mešanja 
vod različnih povodij; 
ꟷ kriptična narava podzemnih organizmov, ki zaradi selekcijskega pritiska jamskega 
habitata povzroči konvergentno evolucijo nekaterih znakov in navidezno enako 
zunanjo morfologijo pri sorodnih vrstah; 
ꟷ za človeka otežen dostop do podzemnega sveta, zaradi katerega so mesta, kjer je 
vzorčenje organizmov sploh mogoče, le ozka okna, ki nam omogočajo omejen pogled v 
ta svet. 
Zaradi vseh naštetih dejavnikov je težko reči, da je določena linija popolnoma fizično 
izolirana od drugih sorodnih linij. Če je določena populacija dovolj časa geografsko izolirana 
od širše metapopulacije in se genetsko dovolj razlikuje, se lahko vzpostavi reproduktivna 
pregrada. Ta prepreči priliv novih genov tudi ob ponovni združitvi populacij. V takšnem 
primeru lahko govorimo o nastajanju nove biološke vrste. Znanstveni izziv pri podzemnih 
organizmih predstavljajo veliki areali nekaterih nominalnih vrst, saj so med seboj geografsko 
3 
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izolirane populacije označene kot ista vrsta zgolj na podlagi geografske bližine in 
morfoloških podobnosti. V takšnem primeru se srečamo s t. i. kriptičnimi vrstami. Termin 
kriptična vrsta se nanaša na populacije, ki se sicer filogenetsko razlikujejo od drugih, vendar 
so te razlike vidne le na molekularni ravni ali pri drugih značilnostih, ki niso makroskopsko 
vidne oziroma so splošno spregledane. Zaradi specifičnih razmer v jamskih habitatih je pri 
kriptičnih vrstah prišlo do razvoja podobnih lastnosti kot posledica konvergentne evolucije. 
Z vse večjo uporabo molekularnih tehnik se povečuje tudi delež prepoznanih kriptičnih vrst 
(Verovnik in sod., 2004; Gorički in Trontelj 2006; Zakšek in sod., 2007; Trontelj in sod., 
2008). Primer tega so jamske kozice Troglocaris s. str., za katere je dolgo veljalo, da je 
njihova razporeditev vzdolž dinarskega krasa neprekinjena in homogena. Zakšek in 
sodelavci (2009) so z analizo mitohondrijske in jedrne DNA pokazali, da je nominalna vrsta 
Troglocaris (Troglocaris) anophthalmus sestavljena iz vsaj štirih kriptičnih vrst in da njeno 
trenutno znano območje pojavljanja zasedajo vsaj štiri različne linije. Jugovic in sodelavci 
(2012) so opravili študijo morfoloških razlik, ki bi podprli molekularno delitev, vendar niso 
našli dovolj dokazov za razlikovanje med kriptičnimi vrstami na temelju morfologije.  
 
1.3. HIBRIDIZACIJA  
Kaj pa, če se reproduktivna pregrada še ni razvila, da se je potek alopatrične speciacije 
predčasno končal zaradi spremembe v hidrologiji, geografiji ali česa drugega, kar bi lahko 
dve prej ločeni populaciji ponovno združilo, čeprav samo za kratek čas? V takšnih primerih 
lahko prihaja do parjenja med dvema prej ločenima osebkoma iz različnih populacij in 
posledično do nastanka križancev. Hibridni osebek ali križanec nastane kot potomec dveh 
osebkov različnih populacij ali vrst, ki se med seboj razlikujeta na podlagi vsaj ene dedne 
lastnosti (Harrison, 1990). Območje, kjer se osebki dveh populacij ali vrst mešajo in med 
njimi prihaja do križanja, imenujemo hibridna cona. Skoraj pri vseh primerih križanja 
najdemo vsaj nekaj križancev prve generacije (F1), ki so tudi sami do neke mere sposobni 
producirati potomce. Potomci generacije F1 lahko nastanejo na različne načine; lahko so 
rezultat križanja dveh osebkov generacije F1 in jih imenujemo križanci druge generacije 
(F2). Lahko pa se osebki generacije F1 parijo z genetsko čistim osebkom ene ali druge 
starševske linije, kar imenujemo povratno križanje (angleško backcross), potomce pa 
povratne križance. Čeprav so v večini vsi križanci slabše prilagojeni na svoje okolje kot 
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starševska taksona, so lahko v redkih primerih na območju hibridne cone enako ali celo 
uspešnejši od starševskih osebkov. Celo do te mere, da tvorijo t. i. hibridne roje; relativno 
veliko hibridnih osebkov, ki se pojavljajo na območju med starševskima populacijama. In 
čeprav je uspešnost hibridnih osebkov redek pojav v naravi, je v uspešnih primerih 
pomemben evolucijski proces. Križanci med osebki različnih vrst ali populacij so pri 
rastlinah pogost, pri živalskih organizmih pa redkejši pojav (Arnold, 1997). Pri vretenčarjih 
so pogosti in dobro raziskani procesi križanja nekaterih dvoživk. Križanje pri brezrepih 
dvoživkah je dobro poznano pri urhih, med hribskim (Bombina variegata) in nižinskim 
(Bombina bombina) urhom (MacCallum in sod., 1998), ter pri kompleksu zelenih žab 
(Pelophylax spp.). Pri repatih dvoživkah je raziskano križanje močeradov rodu Ensatina 
(Alexandrino in sod., 2005) in med pupkoma Triturus cristatus ter Triturus marmoratus 
(Arntzen in sod., 2009). Kljub nekaterim pojavom križanja med izključno jamskimi 
(troglobiontskimi) osebki in njihovimi bližnjimi površinskimi sorodniki (Sweet 1984; 
Cesaroni in sod., 1992) je na podlagi trenutnega vedenja in pregledane literature križanje 
med troglobionti očitno redko. Poleg križanja proteusa, ki smo ga raziskovali v okviru te 
naloge, poznamo tovrstno križanje še pri eni troglobiontski vrsti, vodnem osličku (Asellus 
aquaticus) (Konec, 2015). 
 
1.4. MOLEKULARNE METODE ZA PROUČEVANJE HIBRIDIZACIJE 
Eno najmočnejših orodij za zaznavo hibridnih osebkov so kratka ponavljajoča se zaporedja 
DNA (t. i. mikrosateliti). Predstavljajo kodominantne molekularne genetske označevalce, ki 
so v genomu vseh prokariontov in evkariontov, najpogosteje v nekodirajočih regijah DNA. 
Dolgi so lahko od nekaj do več 100 baznih parov. Ponavljajoča se zaporedja so dolga od 
enega do šestih baznih parov (Guy-Franck in sod., 2008). Najpogostejša so di- (npr. 
ATATATAT), tri- (npr. CTGCTGCTG) in tetranukleotidna (npr. ATCTATCTATCT) 
zaporedja. Zaradi visoke variabilnosti v številu ponovitev motiva (polimorfizma), 
sorazmerno majhnih dolžin, možne genotipizacije z verižno reakcijo s polimerazo (PCR) in 
hitrega odkrivanja se ti označevalci široko uporabljajo na različnih temeljnih in aplikativnih 
področjih življenja in znanosti. Najpogosteje uporabljena so dinukleotidna zaporedja z 
motivom (AC)n, saj je takšnih običajno v genomu največ. Imajo višjo stopnjo mutiranja kot 
5 
Makovec G. Genetska analiza populacij močerila (Proteus anguinus) na območju prekrivanja jadranskega in donavskega povodja.  
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij ekologije in biodiverzitete, 2019   
 
  
drugi deli DNA, kar vodi v visoko genetsko raznolikost. Še posebej uporabni so kot genetski 
označevalci za raziskave v populacijski genetiki, saj omogočajo prepoznavo homozigotov 
in heterozigotov, sledijo Mendlovim pravilom kodominantnega dedovanja, in ker so prisotni 
v nekodirajočih regijah DNA, niso pod neposrednim vplivom selekcijskih pritiskov 
(Chistiakov in sod., 2006; Allendorf in sod., 2010). Z njihovo pomočjo lahko odgovorimo 
na nekatera pomembna vprašanja: Koliko je populacij? Iz katere populacije izvirajo 
posamezni osebki? Kakšni so genetski odnosi med osebki? (Selkoe in Toonen, 2006). 
Mikrosateliti so se že izkazali za močno orodje pri razlikovanju različnih 
vrst/podvrst/populacij, za katere smo prej mislili, da so enotne (npr. Kindler in sod., 2017). 
 
1.5. MOČERIL KOT STIGOBIOTSKA VRSTA 
Močeril ali proteus je dvoživka, ki naseljuje vodne habitate kraškega podzemlja. Kot edini 
pravi evropski stigobiotski vretenčar je endemit v podzemnih vodah dinarskega krasa. 
Močeril je razširjen na zahodnem Balkanskem polotoku, areal  se razteza od reke Soče v 
severovzhodni Italiji do Trebišnjice v Bosni in Hercegovini. Kljub obsežnemu, okoli 60.000 
km2 velikemu arealu poznamo okoli 250 lokacij pojavljanja v jamskih habitatih in izvirih 
(Sket, 1997). Novejše raziskave okoljske DNA (eDNA) nakazujejo, da proteus živi tudi v 
Črni gori (Gorički in sod., 2017). Trenutna taksonomska razdelitev deli proteusa na dve 
podvrsti: svetlo podvrsto Proteus anguinus anguinus (Laurenti, 1768) in črno podvrsto 
Proteus anguinus parkelj (Sket in Arntzen, 1994). Najopaznejše razlike med podvrstama sta 
stopnja pigmentacije in stopnja redukcije oči (Sket in Arntzen, 1994; Arntzen in Sket, 1996). 
Črna podvrsta ima zelo ozko območje razširjenosti, ki ne presega nekajkilometrskega 
premera severozahodno in zahodno od Črnomlja v jugovzhodni Sloveniji, bela podvrsta pa 
je razširjena holodinarsko (Sket, 1997). Obstoječo taksonomsko delitev, ki proteusa deli na 
dve podvrsti, sta v devetdesetih predlagala Sket in Arntzen na podlagi alocimskih (1994) in 
morfoloških analiz (1997). Zaradi specifičnih selekcijskih pritiskov v podzemnih habitatih, 
ki vodijo do konvergentne evolucije pri različnih znakih, so podzemne vrste večinoma 
kriptične; morfološko se med seboj težko ločijo. Razvoj naprednejših molekularnih metod 
je omogočil boljšo taksonomsko členitev na podlagi genetskih markerjev in posledično 
pripomore k večanju števila prepoznanih kriptičnih vrst. Z analizo mitohondrijske DNA 
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(mtDNA) je Gorički (2003) pokazala, da je genetsko ločenih vsaj osem različnih linij 
proteusa. Slovensko populacijo belega proteusa so analize mtDNA ločile na jugozahodno 
(Planinsko-Postojnski jamski sistem, planota Kras, Vipavska dolina in italijanska 
populacija), jugovzhodno (Dolenjska - Bela krajina) in stiško (Vir pri Stični) linijo. 
Jugovzhodna linija se je izkazala za bolj sorodno črni podvrsti kot drugim belim linijam 
(Gorički, 2006). Najnovejše raziskave pa proteusa ločijo v devet samostojnih filetskih linij, 
ki jih v nadaljevanju imenujemo potencialno samostojne vrste (PSV): PSV kraške 
Ljubljanice, Kraška PSV, Dolenjska PSV, PSV črni močeril, Stiška PSV, Istrska PSV, PSV 
Bosanska krajina, Liška PSV in Paralitoralna PSV (Trontelj in sod., 2017). Od teh devetih 
jih je pet v Sloveniji: štiri PSV bele podvrste in črna podvrsta. Kljub očitno pestri genetski 
strukturiranosti bele podvrste dokazov za križance med posameznimi populacijami oziroma 
potencialno ločenimi evolucijskimi linijami do zdaj še ni bilo. Dobro orodje za zaznavo 
križancev in iskanje ločenih evolucijskih linij so mikrosateliti. Prvi, ki so pri proteusu 
uporabili mikrosatelite kot orodje za razlikovanje med različnimi populacijami, so bili 
Zakšek in sod. (2017). 
Kadarkoli pa raziskujemo populacijsko genetsko strukturo vrste, moramo imeti v mislih tudi 
potencialni vpliv antropogenih dejavnikov. Vemo, da so zaradi turizma, raziskovanja ali 
drugih razlogov proteusa premeščali (Bressi, 2004). Eno takih premeščanj zaradi turizma se 
je potencialno zgodilo konec 19. stoletja, ko so v Škocjanskih jamah turistom kazali osebke, 
ki so bili morda prineseni od drugod (Lešnik in sod., 2017). 
 
1.6. HIPOTEZE IN CILJI RAZISKOVANJA 
Disperzija podzemnih organizmov je zelo redek dogodek in zaradi tega je potencialna cona 
križanja še toliko zanimivejša s stališča (1) podzemeljske biogeografije in (2) kot naravni 
preizkus taksonomskega statusa filogeografskih skupin. Trontelj in sodelavci (2017) so na 
območju jugozahodne Slovenije našli dokaze za obstoj vsaj dveh potencialno samostojnih 
vrst: Kraška PSV in PSV kraške Ljubljanice. Za slednjo so našli dokaze še za nadaljnjo 
delitev, vendar v temu delu tega ne bomo upoštevali. 
Zanimivo pa je dogajanje v okolici Sežane, kjer so našli tudi dokaze za obstoj morebitnih 
križancev med obema. V tem delu smo zato pod drobnogled vzeli obe PSV jugozahodne 
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Slovenije in se predvsem osredotočili na dogajanje v potencialni hibridni coni v okolici 
Sežane. Za pojav križancev na temu območju sta mogoči dve razlagi:  
ꟷ občasna povezava po podzemnih vodah med izjemnim hidrološkim dogajanjem v 
nedavni preteklosti; 
ꟷ prenos živali iz Postojnske jame v Škocjanske jame zaradi turizma 
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2. MATERIAL IN METODE 
2.1. ZBIRANJE VZORCEV IN LABORATORIJSKA PRIPRAVA GENETSKEGA 
MATERIALA 
Proteuse smo vzorčili v vodnih jamskih habitatih z vodnimi mrežami, kjer je bila velikokrat 
potrebna tudi pomoč jamskih potapljačev. Ujete osebke smo prestavili v banjico, kjer smo 
vsak osebek izmerili, stehtali, fotografirali in vzeli kožni bris. Po odvzemu brisa smo osebke 
spustili nazaj v njihov habitat, čim bližje mestu ujetja, in temeljito sprali banjico, da ne bi 
prišlo do navzkrižne kontaminacije med vzorci. Poleg osebkov, ujetih v jamah, smo vzeli 
vzorce DNA tudi z živali iz izvirov, vodnjakov, naplavljene osebke, osebke iz jamskega 
laboratorija Tular, vzorce pa so nam podarili tudi italijanski kolegi. Vse kožne brise smo v 
laboratoriju shranili v zamrzovalnik pri –20 °C do izolacije DNA. DNA smo izolirali z 
uporabo kita GenElute™ Mammalian Genomic DNA Miniprep Kit (Sigma-Aldrich, ZDA). 
Pri nekaterih starejših vzorcih zbirke skupine za speleobiologijo (Biotehniška fakulteta, 
oddelek za biologijo) DNA osebkov nismo mogli pridobiti s kožnim brisom. V teh primerih 
je bil uporabljen košček repne plavuti, DNA pa izoliran z enako metodo, kot je opisano 
zgoraj. V nadaljevanju smo izolirano genomično DNA uporabili v dveh različnih analitskih 
postopkih, genotipiziranje z mikrosateliti in določanje pripadnosti linijam po mitohondrijski 
DNA. 
 
2.2. POMNOŽEVANJE TARČNIH LOKUSOV IN GENOTIPIZACIJA 
Pri analizi mikrosatelitne jedrne DNA smo uporabili tetranukleotidna zaporedja, saj nosijo 
dovolj informacij o posameznih osebkih, genetskih odnosih znotraj posamezne populacije 
in medpopulacijskih odnosih. (Zakšek in sod. 2017). Analizirali smo 160 vzorcev z 
zahodnega roba območja razširjenosti proteusa. Nabor mikrosatelitnih markerjev v tej nalogi 
je bil prvotno razvit in optimiziran za populacijo kraške Ljubljanice (Zakšek in sod., 2017), 
kar lahko pojasni pojav ničnih alelov, saj smo naleteli tudi na težave pri sestavljanju skupnih 
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Preglednica 1:  Lokacije in število vzorcev močerila, ki smo jih uporabili v analizah jedrne DNA.  
Lokaliteta Oznaka Število osebkov 
Pozzo dei Frari, Gradišče ob Soči, Gorica, IT FR 1 
Grotta presso Sagrado, Zagraj, Gorica, IT SG 1 
Cartiera del Timavo, Štivan, Devin, IT CT 1 
Pozzo presso S. Giovanni di Duin, Devin, IT DU 6 
Grotta Nevio, Štivan, Tržič, IT NE 2 
Grotta Lazaro Jerko, Prčji Dol, Opčine, IT  LJ 1 
Jama Sežanske Reke, Sežana, SI* JSR 58 
Jama 1 v Kanjaducah, Sežana, SI* KAN 3 
Podlazi, Štanjel, SI POD 2 
Cisterna za vodo, 800 m od izvira Sušec v dolini Raše, SI SU 1 
Mejame, Dane, Divača, SI ME 4 
Vipavska jama, Vipava, SI VIP 4 
Ambroževe mlake, Slavina, Postojna, SI AM 3 
Prestranek, Postojna, SI PREST 1 
Planinska jama, Planina, SI PJ 35 
Črna jama, Postojna, SI CJ 37 
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Slika 1:  Lokacije močerila, ki so bili vključeni v genetske raziskave, v jugozahodni Sloveniji. Kratice so 
razložene v Preglednici 1. Modri kvadratki označujejo PSV kraške Ljubljanice, oranžni krogci pa Kraško PSV. 
Na območju Sežane sta z rdečo označeni lokaliteti potencialne hibridne cone kjer pri dveh lokalitetah oranžen 
krog prekriva moder kvadrat, je območje hibridne cone. 
 
Uporabili smo 19 mikrosatelitnih lokusov, ki so jih razvili Zakšek in sodelavci (2017) za 
uporabo na populaciji Planinsko-Postojnskega jamskega sistema. Mikrosatelitne fragmente 
smo pomnoževali z verižno reakcijo s polimerazo (PCR) v dveh PCR-napravah: 2720 
Thermal Cycler (Applied Biosystems, ZDA) in Mastercycler® ep (Eppendorf, Nemčija).  
Lokuse smo razdelili v štiri različne skupine (multipleksne PCR). Tiste v istih multipleksnih 
PCR smo pomnožili v skupnih 10 μl reakcijah. Združevali smo jih zaradi lažjega, hitrejšega 
in cenovno ugodnejšega pomnoževanja in fragmentne analize. V iste reakcije smo jih lahko 
združili, ker so bili obarvani s štirimi različnimi barvili: modro (FAM), zeleno (VIC), 
rumeno (NED) in rdečo (PET). Če so bile barve lokusov enake, smo jih ločili po dolžini 
alelnih fragmentov. Če se dolžine alelnih fragmentov prekrivajo, pa moramo takšne lokuse 
označiti z drugo barvo, prestaviti v drugo multipleksno PCR ali jih pomnožiti posamično. 
Vzemimo kot primer dva lokusa, X in Y. Lokus X ima pomnožene fragmente, dolge 150–
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260 bp, in lokus Y fragmente, dolge 80–190 bp. Če sta oba lokusa modre barve in jih 
pomnožujemo v isti multipleksni PCR, je pri kasnejših analizah težko oziroma zelo tvegano 
določiti pripadnost fragmentov, dolgih 150–190 bp, kateremu od lokusov. Treh lokusov 
nismo mogli združiti v skupine in smo jih zato pomnožili posamično. 
Sestava 10 μl reakcije: 
5 μl Qaigen Mastermix 
1 μl Q solution 
0,2 μl začetnega oligonukleotida 1 F (v primeru multipleksne PCR 4x različni) 
0,2 μl začetnega oligonukleotida 1 R (v primeru multipleksne PCR 4x različni) 
2,6 μl UHQ H2O (v primeru multipleksne PCR do zapolnitve reakcije do 10 μl) 
1 μl vzorčne DNA 
PCR-program: 
Začetna denaturacija  95 °C 5 min 
35 ciklov: 
Denaturacija 95 °C 30 sec 
Vezava Ta 90 sec 
Podaljševanje 72 °C 30 sec 
Končno podaljševanje  60 °C 30 min 
Temperatura vezave začetnih oligonukleotidov je bila pri različnih multipleksnih PCR 
različna, zato je zgoraj označena s Ta, točne vrednosti pa so navedene v Prilogi A. 
Pomnožene fragmente smo ločili z metodo kapilarne elektroforeze z avtomatskim 
sekvenatorjem ABI 3130XL (Applied Biosystems, ZDA). Podatke s sekvenatorja smo 
analizirali v programu GeneMapper (Thermo Fisher Scientific Inc., ZDA), kjer smo določili 
dolžino posameznih alelov. S programom GeneMapper smo si pomagali tudi pri sestavljanju 
skupin lokusov, saj nam je omogočal sprotno pregledovanje in izločanje nedelujočih lokusov 
oziroma premeščanje prekrivajočih v druge multipleksne PCR. Čeprav so bili lokusi že 
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testirani na populaciji Planinsko-Postojnskega jamskega sistema (Zakšek in sod. 2017), je 
bilo za dokončni nabor lokusov, ki so delovali in se med seboj niso prekrivali pri dolžini 
alelnih fragmentov, potrebnih približno štiri mesece testiranj in optimizacij.  
 
 
Slika 2: Rezultati kapilarne elektroforeze in dolžina devetih različnih lokusov enega osebka v programu 
GeneMapper. Lokusi se ločijo po barvi in/ali dolžini, vsi pa so bili pomnoženi v skupni multipleksni PCR. 
 
Za vsak vzorec smo celotni postopek PCR pomnoževanja in obdelave s programom 
GeneMapper ponovili vsaj dvakrat. Vzorci, s katerimi smo optimizirali skupine, so šli skozi 
postopek tudi do osemkrat. Pomembno je, da so posamezni vzorci šli skozi celotni postopek 
vsaj dvakrat, da smo s tem zmanjšali možnosti napak. Vsi vzorci se niso enako uspešno 
pomnoževali na vseh lokusih ali pa so dajali tudi po večkratnih ponovitvah dvomljive 
rezultate, zato smo iz končne matrike podatkov takšne podatke izločili in jih opredelili kot 
manjkajoče (0). Količina manjkajočih podatkov iz celotnega nabora genotipov 160 vzorcev 
je znašala 2,83 %. Izločili smo tudi dva lokusa, ki sta bila pri večini vzorcev fiksirana 
(monomorfna) in bi zato lahko motila pri zaznavi križancev. Končna podatkovna matrika je 
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2.3. OSNOVNI POPULACIJSKO GENETSKI PARAMETRI 
Osnovne populacijsko genetske analize smo opravili v programu Arlequin 3.5 (Excoffier in 
Lischer 2010), kjer smo izračunali opaženo heterozigotnost, pričakovano heterozigotnost, 
vezavno neravnovesje alelov, število opaženih alelov v populaciji in Fst. Fst je delež celotne 
genetske variance, vsebovane v subpopulaciji, glede na celotno genetsko varianco. Vrednosti 
lahko segajo od 0 do 1. Visok Fst pomeni visoko stopnjo diferenciacije med populacijami 
(Wright, 1969). S pomočjo programa Arlequin smo naredili tudi test Hardy-Weinbergovega  
ravnovesja. Indeks Fis in alelsko pestrost smo izračunali s programom Fstat 2.9.3.2 (Goudet, 
2002). Fis izraža sokrvje posameznega osebka glede na subpopulacijo (rodovniško sokrvje) 
oziroma je mera primanjkljaja heterozigotov v subpopulaciji. Visok Fis pomeni visoko 
stopnjo parjenja v sorodstvu zaradi nenaključnega parjenja (Wright, 1969). Preverili smo 
tudi točnost genotipizacije in testirali prisotnost ničnih alelov s programom MicroChecker 
2.2.3 (van Oosterhout in sod. 2004). 
 
2.4. ANALIZA MITOHONDRIJSKE DNA 
V raziskavi smo uporabili dva različna mitohondrijska fragmenta, kontrolno regijo (CR) in 
12S in 16S rRNA (rRNA). Manjši delež mtDNA smo uporabili za ugotavljanje filogenetskih 
odnosov. Ker smo imeli tudi veliko vzorcev, pri katerih nas ni zanimalo nukleotidno 
zaporedje mtDNA, ampak le haplotipska pripadnost eni ali drugi liniji, smo uporabili 
genotipizacijo z restrikcijsko analizo kontrolne regije. Fragmenta CR in rRNA sta bila za 
vsak vzorec pomnožena v PCR z začetnimi oligonukleotidi Pcytb in Pfr za CR (Gorički in 
Trontelj, 2006) ter 12Sa in 16Sbr za rRNA (Trontelj in sod., 2009). Reakcije za posamezni 
vzorec so bile 25 μl in narejene z uporabo PCR Beads (GE Healthcare Life Sciences, ZDA).  
Sestava 25 μl reakcije: 
22,3 UHQ H20 
0,35 μl začetnega oligonukleotida F 
0,35 μl začetnega oligonukleotida R 
2 μl DNA 
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Začetna denaturacija  94 °C 3 min. 
35 ciklov: 
Denaturacija 94 °C 45 sek. 
Vezava 57 °C 45 sek. 
Podaljševanje 72 °C 60 sek. 
Končno podaljševanje 72 °C 5 min. 
Produkte PCR smo očistili z uporabo encimov Exonuclease I in FastAP (Thermo Fisher 
Scientific Inc., ZDA) v skladu z navodili proizvajalca. FastAP je termosenzitivna alkalna 
fosfataza, ki katalizira sproščanje 5'- in 3'- fosfatnih skupin iz DNA, RNA in nukleotidov. 
Fragmenti so bili sekvencirani v obe smeri z uporabo PCR amplifikacijskih začetnih 
oligonukleotidov in dodatnih začetnih oligonukleotidov (cytb, Pacytb, Pafr in Pactr) pri 
podjetju Macrogen Europe (Amsterdam, Nizozemska). Zaporedja smo poravnali v programu 
ClustalW v programu Geneious 8.1.7 (Biomatters, Nova Zelandija), kar nam je dalo 1841 
baznih parov dolgo poravnavo 103 zaporedij CR in 1854 baznih parov dolgo poravnavo 38 
zaporedij rRNA. Iz CR zaporedja smo izrezali regijo VNTR2 (Gorički in Trontelj, 2006), 
kar je dalo novo dolžino poravnave CR 1063 bp. Naredili smo tudi združeno poravnavo CR 
in rRNA zaporedij, zgrajeno z uporabo vzorcev, za katere smo imeli obe zaporedij, tako da 
smo na konec CR priključili zaporedje rRNA istega vzorca. S programom jModelTest 2.0 
(Darriba in sod. 2012) smo izbrali optimalni model substitucije. Naboru nukleotidnih 
zaporedij je najbolje ustrezal model substitucije GTR (general time reversible) z gama 
distribucijo in večjim deležem nevariabilnih mest. Za gradnjo dreves smo poleg nukleotidnih 
zaporedij, sekvenciranih pri tej nalogi, uporabili tudi že objavljene podatke (Priloga D) 
(Gorički, 2006). Izračunali smo tri različna filogenetska drevesa z metodo največjega 
verjetja, implementirano v PhyML 3.0 (Guindon in sod., 2010), enega za CR in rRNA ter 
drevo združenih zaporedij CR in rRNA. Pri 77 vzorcih smo mitohondrijske linije določili z 
encimsko restrikcijo kontrolne regije. Za nekatere vzorce je bil to edini vir določitve 
mitohondrijske linije. Pri takih, ki so že imeli ali CR ali rRNA ali obe sekvenci, je restrikcija 
pomenila potrditev delovanja metode restrikcije. Vzorce za restrikcijo smo pomnožili z 
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začetnima oligonukleotidoma PcytB in Pfr z enakim PCR-protokolom kot sekvencirane 
vzorce. Za restrikcijo smo nato uporabili encim TaqI in protokol Thermo Fisher Scientific z  
dvournim inkubacijskim časom.  
Slika 3: Shematski prikaz fragmenta mtDNA med začetnimi oligonukleotidi cytb17062a in 12Sb. Označena je 
kontrolna regija s TaqI mesti kjer je uporabljen encim razrezal DNA. VNTR2 označuje regijo, katere nismo 
uporabili pri analizah, saj vsebuje tandemske ponovitve in se je pri določevanju izvora vzorcev izkazala za 
motečo. Označena so tudi mesta vezave začetnih oligonukleotidov uporabljenih pri PCR (Pcytb in PFr) in pri 
sekvenciranju (PAcytb, PActr in PAFr). Vir slike: Gorički 2006. 
 
V našem primeru encim TaqI razreže pri 1841 bp dolgi poravnavi zaporedje TCGA na 
mestih 215–218 in 869–872 pri vzorcih kraške Ljubljanice. Pri vzorcih Kraške PSV ne izreže 
nič, tako smo lahko ločili pripadnost mitohondrijski liniji vzorcev. Po inkubaciji smo 5 μl 
vsakega produkta PCR skupaj z 1 μl aplikacijskim barvilom nanesli v svojo jamico 1-
odstotnega agaroznega gela z dodanim etidijevim bromidom. Elektroforeza je potekala 35 
minut pri 45 V. Po končani elektroforezi smo gel osvetlili z UV-svetlobo in fotografirali s 
kamero. Na podlagi slik gela in s pomočjo že znanih taksonov sekvenciranih vzorcev smo 
določili mitohondirjske linije vzorcev, uporabljenih v restrikciji. 
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Slika 4: Primer slike elektroforeznega gela po encimski restrikciji. Vzorcem, ki so po mtDNA pripadali PSV 
kraške Ljubljanice, je encim TaqI 1841 bp dolgo zaporedje kontrolne regije razrezal dvakrat. Vzorci s tremi 
črticami torej pripadajo kraški Ljubljanici  Številke od 1 do 4 so ločnice med različnimi serijami vzorcev.  
Prazne proge so nedelujoči vzorci. Zadnja proga druge vrstice je lestvica DNA, po kateri smo določili velikost 
fragmentov, saj vsebuje linearne fragmente DNA znanih dolžin. 
 
2.5. ANALIZA POPULACIJSKE PRIPADNOSTI IN IDENTIFIKACIJA HIBRIDNIH 
OSEBKOV 
Podatke mikrosatelitnih lokusov smo uporabili pri analizi populacijske genetike z 
Bayesovim pristopom gručenja z uporabo algoritma markovske verige Monte Carlo 
(MCMC), ki osebke razdeli v skupine na podlagi alelnih frekvenc, tako da čim bolj ustrezajo 
načelom Hardy-Weinbergovega ravnovesja. Začetni del MCMC-algoritma imenujemo 
proces izgorevanja (burn-in), kjer se algoritem vedno bolj približuje zanesljivim ocenam 
pogostosti alelov v vsaki populaciji in posledično povečani verjetnosti, da posamezniki 
pripadajo tem populacijam. Ta del se pri nadaljnjih analizah ne upošteva. To smo storili s 
programom Structure 2.3.4 (Pritchard in sod., 2000). Pri vsaki analizi se vzorcem dodeli 
koeficient pripadnosti vzorca k določeni skupini oziroma v našem primeru liniji. Skupno 
matriko teh vrednosti imenujemo matrika Q, posamezne vrednosti vzorcev pa vrednosti Q. 
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Skupni seštevek vrednosti Q za posamezen vzorec je vedno ena. Vrednosti Q so ocenjene na 
podlagi alelnih frekvenc genotipiziranih vzorcev, tako da čim bolj razporeditev v skupine 
čim bolj ustreza načelom Hardy-Weinbergovega ravnovesja. Pri analizi smo uporabili model 
mešanja (admixture), kjer je pri testiranju vsakemu posamezniku dovoljeno imeti delno 
pripadnost vsaki skupini. To pomeni, da dovoli možnost križancev. Število korakov za 
izgorevanje (burn-in) smo nastavili na 250.000. Za MCMC- algoritem pa 1 milijon generacij. 
Izračune smo ponovili 10-krat za vsako hipotetnično razdelitev v skupine (K), v razponu od 
K = 1 do K = 10. Izračuni so bilo ponovljeni z istimi parametri še za od K = 2 do K = 10. 
Najverjetnejše število skupin smo določili s pomočjo Evannove metode (Evanno in sod., 
2005). Ta izračuna ad hoc statistiko ΔK, ki temelji na razmerju spremembe v logaritmični 
verjetnosti (log likelihood) podatkov med zaporednimi vrednostmi K. Iskanje najboljšega 
ΔK poteka tako, da izračunamo verjetje Kn in Kn+1 ter razliko med njima. Pri dveh 
zaporednih K, kjer je ΔK največja vrednost od vseh v analizi, je Kn+1 izbran kot najverjetnejši 
K. Če je to K = 4, pomeni, da metoda daje največjo verjetnost, da znotraj našega nabora 
vzorcev obstajajo štiri različne genetske linije. Kadar imamo več kot eno linijo, torej vsaj K 
= 2, bo najverjetnejši ΔK skoraj izključno K=2, saj bo največja razlika med K = 1 in K = 2, 
torej med enotno linijo brez genetskih razlik in vsaj dvema linijama. Zato če nas zanima 
globlja členitev znotraj naših vzorcev, moramo ali iz naše druge analize izključiti eno od 
linij ali v structure spremeniti začetno predpostavko K = 1 na K = 2, da ignoriramo členitev 
na dve liniji in tako iščemo globljo členitev. Metoda je uporabljena v programu Structure 
Harvester v0.6.94 (Earl in VonHoldt, 2012). Matriko vrednosti Q, ki jih poda program 
Structure za pripadnost posameznega osebka določeni populaciji, smo grafično prikazali s 
programom Clumpak, ki hkrati tudi prikaže povprečno vrednost iz več ponovitev (Kopelman 
in sod., 2015). 
 
Za analizo križancev smo uporabili 63 vzorcev, od tega 58 iz hibridne cone v Jami Sežanske 
Reke. Najprej smo poiskali vzorce, ki so bili čistokrvni, torej so pripadali ali Kraški PSV 
(KR) liniji ali liniji zahodne kraške Ljubljanice (LJ) in niso bili križanci. Za to smo izkoristili 
program Structure in smo vzorce s vrednostjo Q, večjo ali enako 0,99 , na podlagi sklepanja 
in po vzoru nekaterih drugih avtorjev (Kindler in sod., 2017) določili kot čistokrvne osebke 
ene ali druge linije. Čistokrvne vzorce smo v programu Hybridlab 1.0 (Nielsen in sod. 2006) 
uporabili, da smo naključno sestavili 50 hipotetičnih čistokrvnih genotipov iz vsake 
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populacije. S tem smo se poskušali izogniti morebitnim problemom premajhnega števila 
vzorcev. S hipotetičnimi čistokrvnimi osebki so bili nato ustvarjeni še hipotetični križanci; 
50 križancev prve generacije (F1), 50 križancev druge generacije (F2), 50 povratnih 
križancev s hipotetično čistokrvno linijo KR (BackKR) in 50 povratnih križancev s 
hipotetično čistokrvno linijo LJ (BackLJ). Skupaj s prvotnimi 63 osebki smo hipotetične 
genotipe uporabili kot referenco za ugotavljanje verjetnega hibridnega statusa genotipov 
dejanskih osebkov. To smo storili z uporabo dveh različnih programov: paket HIest 2.0 
(Fitzpatrick, 2013) za R 3.4.0 (R Core Team, 2017) in NewHybrids 1.1 (Anderson in 
Thompson, 2002). Metoda, implementirana v NewHybrids, izračuna posteriorno verjetnost, 
da vzorec pripada eni od različnih kategorij križancev. Ta posteriorna verjetnost odraža 
stopnjo gotovosti, da posameznik pripada tisti kategoriji križancev. Metoda v HIest dodeljuje 
križance v skupine na podlagi dveh meril: (1) potomstvo, kjer so vsi križanci razvrščeni med 
dva predniška ekstrema (torej pripadnost eni ali drugi liniji), in (2) znotraj razredno 
heterozigotnostjo (tj. delež lokusov z aleli od obeh predniških linij), ki ločuje F1, F2 in 
povratne križance. Pri NewHybrids smo uporabili nastavitve: burnin = 25.000, MCMC = 
100.000. Postopek smo ponovili petkrat, da smo izločili morebitne napake. Celoten postopek 
analize križancev je bil ponovljen še dvakrat za Structure Q, vrednosti 0,95 in 0,90. Za 
generiranje hipotetičnih čistokrvnih osebkov smo uporabili 22 dejanskih čistokrvnih 
osebkov iz Kraške PSV in 17 dejanskih čistokrvnih osebkov zahodne kraške Ljubljanice. 
Ker je bilo v hibridni coni po Structure opredeljenih več čistokrvnih KR-vzorcev kot 
čistokrvnih LJ-vzorcev, smo se morebitnemu neravnovesju med čistokrvnimi osebki 
poskušali izogniti tako, da smo vzeli nekatere vzorce še iz obrobnih delov Ljubljanice, za 
povečano število vzorcev pri naključnemu sestavljanju križancev. Pri Q > 0, 99 smo tako 
uporabili dodatnih 5 vzorcev: 4 ME in 1 POD. Pri Q > 0, 95 dodatnih 6 vzorcev 4 ME, 1 
POD in 1 SU. Pri Q > 0, 90 dodatnih 7 vzorcev 5 ME, 1 POD in 1 SU (kratice razložene v 
Preglednici 1). 
 
2.6. ANALIZA GLAVNIH KOMPONENT 
Podatke mikrosatelitnih lokusov smo uporabili še za analizo glavnih komponent (PCA). 
Metoda glavnih komponent je ena najpogosteje uporabljenih multivariantnih statističnih 
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metod. Z njo opišemo razpršenost n enot v m-razsežnem prostoru (določen z m merjenimi 
spremenljivkami) z množico nekoreliranih spremenljivk (komponent), ki so linearne 
kombinacije izvirnih merjenih spremenljivk. V našem primeru je bilo n število osebkov in 
m število lokusov. Nove spremenljivke so urejene od najpomembnejše do najmanj 
pomembne, kjer pomembnost pomeni, da prva glavna komponenta pojasnjuje kar največ 
razpršenosti osnovnih podatkov. Cilj te analize je poiskati nekaj glavnih komponent, ki 
pojasnjujejo čim večji del razpršenosti analiziranih podatkov. Analiza glavnih komponent 
omogoča povzemanje podatkov s čim manjšo izgubo informacij tako, da zmanjša razsežnost 
podatkov. Analizo smo opravili v programu R z uporabo paketa Adegenet 2.1.1 (Jombart, 
2008). Tako smo še z drugo neodvisno metodo ocenili raznolikost genetskih linij.  
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3.1. ANALIZA POPULACIJSKE PRIPADNOSTI IN IDENTIFIKACIJA HIBRIDNIH 
OSEBKOV 
Večina lokusov je zelo polimorfnih, saj je v povprečju 14 alelov na lokus, skupno 268 alelov 
pri 19 lokusih. Najbolj polimorfna lokusa PA01 in PB03 imata vsak po 22 alelov. Najmanj 
polimorfna sta bila lokusa PA21 s petimi in PC03 s štirimi aleli. 
 
 
Slika 5: Število alelov po lokusih za vzorce iz Preglednice 1. 
 
Program Structure HARVESTER je kot najboljšo vrednost ΔK za rezultate analize Structure 
od K = 1 do K = 10 izbral K = 2. Torej je najverjetnejša možnost obstoj dveh linij: Kraške 
PSV in PSV kraške Ljubljanice. Ker pa nas je zanimala tudi globlja členitev znotraj linij, 
smo opravili še drugo analizo Structure, kjer je najnižje možno število skupin K = 2 in 
najvišje K = 10.  Rezultate analize Structure smo vnesli v Structure Harvester za iskanje 
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najboljšega ΔK. Tako smo za najverjetnejši ΔK dobili K = 4 in K = 5, od katerih je bil malo 
bolj verjeten K = 5, vendar je bila razlika minimalna, zato obravnavamo obe.  
 
 
Slika 6: Rezultati bayesianske analize genetske strukture 160 osebkov močerila s 16 lokalitet jugozahodne 
Slovenije in severovzhodne Italije. V analizo so vključeni genotipi na 19 mikrosatelitnih lokusih. Vsak stolpec 
predstavlja en osebek in verjetnost njegove pripadnosti določeni skupini. Temnejše črte ločujejo vzorce z 
različnih lokacij. Italija – populacija italijanski Kras; hibridna cona – Kraška PSV in populacija zahodne kraške 
Ljubljanice; Ob Lj – populacija zahodne kraške Ljubljanice; Vip – Vipavska populacija; PPJS – populacija 
vzhodne kraške Ljubljanice. Stolpci v skupini Hibridna cona, ki so sestavljeni iz oranžne in vijolične barve, so 
posledica prisotnosti križancev med Kraško PSV (oranžna barva) in populacijo zahodne kraške Ljubljanice 
(vijolična barva) v Jami Sežanske Reke. Razlage oznak lokalitet so v Preglednici 1.  
 
Pri K = 2 je vidno, da populacijska pripadnost vzorcev po mikrosatelitih dobro sovpada z 
rezultati analize mitohondrijske DNA. Čisti vzorci Kraške PSV in večina križancev v 
hibridni coni Jame Sežanske Reke med populacijo Kraške PSV in PSV kraške Ljubljanice 
imajo mitohondrijsko DNA Kraške PSV. Pri K = 2 je PSV kraške Ljubljanice enotna brez 
globlje členitve. Pri K = 4 pa se pokaže delitev na tri populacije znotraj PSV kraške 
Ljubljanice: (1) populacija vzhodne kraške Ljubljanice, ki zajema okolico Planinsko- 
Postojnskega jamskega sistema in njegovo zaledje, (2) populacija zahodne kraške 
Ljubljanice, ki zajema vse vzorce jadranskega povodja z mtDNA kraške Ljubljanice in (3) 
Vipavska populacija iz Vipavske doline. Pri Kraški PSV vidimo globljo členitev šele pri K 
= 5, kjer Structure oddeli nekatere italijanske vzorce kot populacijo italijanskega Krasa. 
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Slika 7: Shematski prikaz stika arealov vseh populacij na območju jugozahodne Slovenije. Skupine so 
prevzete iz rezultatov bayesianske analize genetske strukture, prikazanih na sliki 7. Kraška PSV (oranžni 
krogci); Vipavska populacija (zeleni kvadratki); populacija zahodne kraške Ljubljanica (vijolični kvadratki); 
populacija vzhodne kraške Ljubljanice (modri kvadratki). Zeleni obarvan poligon predstavlja porečje reke 
Pivke, oranžni pa porečje reke Reke. 
 
Iz hibridne cone Jame Sežanske Reke smo imeli vzorce 58 osebkov, katerih večinski delež 
so bili čistokrvni osebki (N = 40, 69 %). Med njimi je bilo več takšnih, ki pripadajo Kraški 
PSV (N = 23, KR = 40 %), manj pa osebkov populaciji zahodne kraške Ljubljanice (N = 17, 
LJ = 29 %). Križancev je bilo v primerjavi s čistokrvnimi osebki približno polovica manj 
(31 %). Povratni križanci s čistokrvnimi osebki zahodne kraške Ljubljanice (N = 9, BackLJ 
= 16 %) in križanci druge generacije (N = 7, F2 = 12 %) so predstavljali večinski delež 
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križancev, sledili so jim povratni križanci s čistokrvnimi kraškimi osebki (N = 2, BackKR = 
3 %). Križancev prve generacije nismo zaznali. 
 
 
Slika 8: Hibridni status vzorcev proteusa iz Jame Sežanske Reke, določen s programoma Hiest in NewHybrids. 
 
Metodi, implementirani v NewHybrids in Hiest, sta se pri določitvah križancev in čistih 
osebkov skladali skoraj 100-odstotno pri vseh treh vrednostih Structure Q.  Odstopanja so 
bila le pri Q > 90 %, kjer je merilo ohlapnejše. Zato je prišlo do neskladja pri treh osebkih. 
Dva je Hiest opredelil kot čistokrvna vzorca zahodne kraške Ljubljanice, NewHybrids pa 
ista kot povratna križanca zahodne kraške Ljubljanice. Tretjega je Hiest opredelil kot 
kraškega povratnega križanca, NewHybrids pa kot F2 križanca.  
 
3.2. ANALIZA GLAVNIH KOMPONENT 
Rezultati analize glavnih komponent so podobni rezultatom populacijske strukture, 
pridobljene po Bayesovi metodi s programom Structure. Osebki lokalitet (kratice iz 
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Preglednice 1) AM, CJ, PREST in PJ tvorijo svoj skupek, ki sovpada z modro linijo pri 
Structure K = 5. Osebki hibridne cone JSR imajo razpon med lokalitetami SU, ME, POD in 
KAN, ki predstavljajo populacijo zahodne kraške Ljubljanice pri analizi Structure, ter 
lokalitetami SG, DU, LJ, FR, CT in NE, ki predstavljajo populacijo italijanskega Krasa. Tudi 
tu so vidna odstopanja nekaterih vzorcev italijanskega Krasa od Kraške PSV, vendar so manj 
izrazita kot pri analizi Structure z Bayesovim pristopom. Lokaliteto VIP tudi PCA odredi 
povsem za svojo. 
 
 
Slika 1: Rezultati analize glavnih komponent. Pobarvan krogec predstavlja en vzorec. Spodnji desni skupek 
predstavlja vzorce zahodne kraške Ljubljanice iz lokalitet Prestranek (PREST), Planinska jama (PJ), Črna jama 
(CJ) in Ambroževe mlake (AM). Levo od tega se so trije vzorci Vipavske populacije (VIP). Glavni skupek 
predstavljajo zeleni krogci vzorcev iz Jame Sežanske Reke (JSR), ki so razpeti med Kraško PSV iz lokalitet 
Pozzo dei Frari (FR), Grotta presso Sagrado (SG), Cartiera del Timavo (CT), Pozzo presso S. Giovanni di Duin 
(DU), Grotta Nevio (NE) in Grotta Lazaro Jerko (LJ) na levi strani grafa ter populacijo vzhodne kraške 
Ljubljanice iz lokalitet Jama 1 v Kanjaducah (KAN), Podlazi (POD), Sušec (SU) in Mejame (ME) na zgornji 
desni strani. 
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3.3. ANALIZA MITOHONDRIJSKE DNA 
Filogenetsko drevo, zgrajeno po metodi največjega verjetja združenih mitohondrijskih 
genov kontrolne regije in rRNAS rRNA, kaže dobro podprt klad kraških osebkov. Pri rRNA 
in združenemu drevesu je kraški klad v najbližjem sorodstvu z ljubljanskim kladom, šele 
nato s kladoma Dolenjske - Bele krajine in Stične. Filogenetsko drevo gena CR pa kot najbolj 
sorodna klada kraškemu kladu dodeli Dolenjsko - Belo krajino in Stično, šele nato 
ljubljanski klad, vse to s 95-odstotnim verjetjem  ali več (Priloga C).  
 
 
Slika 10: Drevo največjega verjetja mtDNA združene kontrolne regije in rRNAS rRNA. Števila pri cepitvah 
vej označujejo posteriorno verjetnost oziroma statistično podporo posameznih kladov, označeno v odstotkih 
na podlagi 1000 bootstrap ponovitev. Kraška PSV je označena z oranžno barvo; PSV kraške Ljubljanice pa z 
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3.4. OSNOVNI POPULACIJSKOGENETSKI PARAMETRI 
Populacijsko genetske analize so bile narejene na vzorcih iz hibridne cone, ki so bili po 
Structure Q vrednosti dodeljeni Kraški PSV ali populaciji zahodne kraške Ljubljanice z več 
kot 90-odstotno verjetnostjo. Pri analizah smo tako imeli na voljo le 22 osebkov iz vsake 
populacije, zaradi česar lahko pride do napak zaradi premajhnega števila vzorcev. 
 
Preglednica 2: Genetska pestrost proteusa iz Kraške PSV in populacije zahodne kraške Ljubljanice. Povprečje 
števila alelov, opažena heterozigotnost (Ho) in pričakovana (He) heterozigotnost, alelska pestrost (R) in Fis za 
19 mikrosatelitskih lokusov. 
 
Lokacija Št. osebkov Št. alelov Ho He R Fis 
Kraška PSV 22 5,842 0,644 0,622 5,485 -0,033 
zahodna kraška 
Ljubljanica 
22 3,105 0,287 0,316 2,927 0,069 
 
Analiza vezavnega neravnovesja je pokazala, da so pri čistokrvnih vzorcih zahodne kraške 
Ljubljanice lokusi v večjem številu v vezavnem neravnovesju, saj je bilo takih 22 parov. Pri 
čistokrvnih kraških vzorcih je bilo v vezavnem neravnovesju osem parov lokusov. 
Čeprav smo v analizah uporabili enako število osebkov, se kažejo razlike pri genetski 
pestrosti med populacijama. Kraška PSV kaže višjo genetsko pestrost kot populacija 
zahodne kraške Ljubljanice. Vrednost R (alelska pestrost) znaša pri vzorcih Kraške PSV 
5,485, pri vzorcih zahodne kraške Ljubljanice pa 2,927. Velika razlika genetske pestrosti 
med populacijama se kaže tudi pri pričakovani heterozigotnosti, kjer so imeli vzorci Kraške 
PSV vrednost 0,622, vzorci zahodne kraške Ljubljanice pa 0,316. 
Zaznali smo pojav ničnih alelov pri obeh populacijah. Zanimivo je, da so bili nični aleli pri 
obeh populacijah zaznani samo pri seriji lokusov z oznakami PC (tj. PC02, PC03 … PC32), 
čeprav so bili nekateri lokusi te serije v različnih multipleksih PCR. PC03 pa je imel tudi 
drugačno temperaturo podaljševanja.  
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Rezultati filogenetske analize mtDNA kažejo, da sta v zahodni Sloveniji in na italijanskem 
Krasu dve potencialno samostojni vrsti močerila, med katerima lahko vidimo globoko 
členitev: Kraško PSV in PSV kraške Ljubljanice. Vendar nam mitohondrijska DNA ne more 
razkriti procesov križanja, ki se dogaja v Jami Sežanske Reke. Vidimo lahko namreč le, da 
so v hibridni coni osebki iz dveh različnih mitohondrijskih linij. 
Rezultati analiz jedrne DNA nam potrdijo, da sta na skrajnem severozahodnem robu 
razširjenosti proteusa vsaj dve potencialno samostojni vrsti. Poleg tega nam mikrosateliti 
razkrijejo še globlje členitve znotraj potencialno samostojnih vrst Kras in kraška Ljubljanica. 
Zanimivo je, da so že Trontelj in sodelavci (2017) našli globljo delitev znotraj PSV kraške 
Ljubljanice, vendar se naša delitev z njihovo ne ujema. V njihovem poročilu je bilo 
obravnavano veliko širše območje in posledično druga hierarhična raven. Če bi pod 
drobnogled vzeli posamezne PSV, tako kot smo jih v tej študiji, bi verjetno prišli do 
podobnih delitev. Verjetno pa se pozna tudi vpliv nekoliko drugačnega nabora lokusov in 
spremenjenih pogojev pri PCR. Naš nabor lokusov je bil namreč optimiziran za delovanje 
na Kraški PSV, pri njih pa, kot že omenjeno, je šlo za vzorce iz celotne Slovenije in delov 
Hrvaške. Za analizo mikrosatelitov smo vzeli že testirane začetne oligonukleotide, ki so jih 
razvili Zakšek in sodelavci (2017) za analizo PSV kraške Ljubljanice. Njihov celotni nabor 
lokusov je bil 23, razdeljen v tri multipleksne PCR. Od prvotnih 23 lokusov se dva na vzorcih 
Kraške PSV nista pomnoževala, ne glede na spremembo temperature spajanja PCR, tako 
nam jih je ostalo samo 21. Dodatna dva smo izključili iz nadaljnjih analiz, saj sta bila pri 
nekaterih linijah fiksirana in neinformativna, posledično potencialno moteča. To, da se 
nekateri začetni oligonukleotidi, razviti na vzorcih kraške Ljubljanice, niso oziroma so se 
slabo pomnoževali, na kraških osebkih že kaže, da med njima obstaja genetska različnost. 
Mogoče smo pa ravno zaradi te optimizacije lokusov na genetsko »bolj kraške« osebke lahko 
zaznali tudi členitev znotraj Kraške PSV. Bayesova analiza je pokazala obstoj populacije 
italijanskega Krasa, kjer so nekateri vzorci iz lokalitet bližje JSR kazali večjo podobnost 
slovenskim kraškim vzorcem, morda kot posledica izolacije zaradi razdalje. Nekateri 
italijanski vzorci pa so kazali že na morebitni obstoj italijanske populacije. Nekateri od njih 
so na desni strani Soče, tako da bi lahko Soča v njihovem primeru delovala kot naravna 
pregrada in omogočala potek alopatrične speciacije. Vendar je lahko zaradi majhnega števila 
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vzorcev s tega območja kakršno koli sklepanje o tukajšnjem dogajanju prenagljeno. 
Zanimivi so tudi vzorci iz Jame 1 v Kanjeducah, ki podobno kot tisti iz JSR nakazujejo 
procese križanja. Rezultati programa Structure za K=2 in K=4 so dva vzorca od treh 
opredelili za križanca med Kraško PSV in populacijo zahodne kraške Ljubljanice. Pri K=5 
pa je program za ta dva osebka pokazal na križanje med populacijo italijanskega Krasa in 
zahodno kraško Ljubljanico, kar je zelo malo verjetno že zaradi same razdalje in ker v temu 
delu Reke nismo našli nobenega čistokrvnega osebka, ki bi pripadal populaciji italijanskega 
Krasa. Vendar je tudi tukaj problem izjemno majhno število vzorcev, saj smo imeli na voljo 
samo tri vzorce, od katerih je bil en čistokrvni osebek iz populacije zahodne kraške 
Ljubljanice. Čistokrvnega osebka Kraške PSV ali populacije italijanskega Krasa pa sploh 
nismo imeli. 
Močerili lahko v naravnem okolju živijo tudi več kot 70 let, spolno pa dozorijo pri približno 
14 letih (Gorički in sod., 2012). V našem primeru so te številko zelo pomembne, saj nam 
lahko pomagajo ugotoviti, od kod so prišli prvi osebki iz populacije zahodne kraške 
Ljubljanice v Reko. Vzroka za nastanek hibridne cone sta lahko dva: (1) naključna 
premestitev osebkov iz populacije zahodne kraške Ljubljanice v reko Reko zaradi 
enkratnega hidrološkega dogodka ali (2) načrten prenos osebkov iz Planinsko-Postojnskega 
jamskega sistema v Škocjanske jame za namen prikazovanja živali. Poglejmo najprej drugo 
možnost. Ob koncu 19. stoletja naj bi proteuse iz Postojnske jame prinesli v Škocjanske jame 
za namene prikazovanje (Lešnik in sod., 2017). Vemo namreč, da so se podobna 
premeščanja proteusa zaradi turizma, raziskovanja ali drugih razlogov dogajala tudi drugod 
(Bressi, 2004). Če predpostavimo, da so bili premeščeni juvenilni osebki, lahko na podlagi 
življenjske dobe proteusa sklepamo, da so ti prvotni osebki že vsi poginili. Torej so vsi 
trenutni čistokrvni osebki z genomom zahodne kraške Ljubljanice v Reki potomci teh 
prvotnih, ki se jim je hkrati uspelo pariti zgolj z drugimi čistokrvnimi ljubljanskimi osebki. 
Poleg tega v hibridni coni Jame Sežanske Reke nismo zaznali nobenega križanca prve 
generacije, zaznali pa smo križance druge generacije in povratne križance. Kljub dolgi 
življenjski dobi bi tudi v najboljšem primeru križanci F1 preživeli le nekje do konca 20. 
stoletja. Parjenje med osebki iz Kraške PSV in populacije zahodne kraške Ljubljanice je bil 
lahko torej enkraten ozko omejen dogodek in se ne dogaja več ali pa so križanci F1 izjemno 
redki. Odsotnost križancev F1 bi bila lahko kot posledica metodološke napake, saj je 
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križance F1 in F2 med seboj zelo težko ločiti. Vendar rezultati pripadnosti hipotetičnih 
osebkov (Priloga E in F) kažejo na to, da problem ni bil metodološki, saj sta obe metodi 
implementirani v programih HIest in NewHybrid skoraj stoodstotno pravilno in enako 
določita pripadnosti hipotetičnih križancev in hipotetičnih čistokrvnih osebkov. Druga 
možna razlaga za odsotnost križancev prve generacije je lahko široka hibridna cona. Če je 
hibridna cona dovolj široka, da loči obe čistokrvni populaciji med seboj, bi na sredini cone 
zaznali samo križance druge ali poznejših generacij, saj čistokrvni osebki ne bi nikoli prišli 
v stik in imeli možnost tvoriti križance prve generacije. Ob robovih hibridne cone bi tako 
zaznali povratne križance z obema čistima populacijama. 
Možnosti, da je sedanja hibridna cona posledica izpuščenih ali pobeglih osebkov takratnega 
premeščanja proteusa v Škocjanske jame, samo na podlagi življenjskih dob ne moremo 
popolnima izključiti. Treba pa je upoštevati tudi členitev PSV kraške Ljubljanice, ko 
razmišljamo, ali je osebke načrtno premestil človek oziroma ali je šlo za naravno 
premeščanje. Bayesova analiza nam je pokazala, da znotraj PSV kraške Ljubljanice najdemo 
tri genetsko različne populacije močerila: populacijo vzhodne kraške Ljubljanice, ki zajema 
okolico Planinsko-Postojnskega jamskega sistema z zaledjem, populacijo zahodne kraške 
Ljubljanice, ki zajema vse vzorce jadranskega povodja z mtDNA kraške Ljubljanice, in 
Vipavsko populacijo v okolici Vipave. Če bi bili osebki prineseni v Škocjanske jame iz 
PPJS, bi v Reki imeli križance med Kraško PSV in populacijo vzhodne kraške Ljubljanice, 
kar pa naši rezultati niso pokazali. Križanci v Jami Sežanske Reke so torej rezultat 
zapletenega podzemnega hidrološkega dogajanja. Pomembno je tudi, da v jadranskem 
povodju najdemo vsaj pet lokalitet, vključno s hibridno cono, kjer smo našli osebke 
populacije vzhodne kraške Ljubljanice. Osebke Kraške PSV pa smo našli samo v reki Reki. 
Mogoče torej razvodnica med jadranskim in donavskim povodjem ne predstavlja tako 
zahtevne pregrade, da bi proteusu onemogočila disperzijo. V podzemnem svetu zelo težko 
zaznamo geografske pregrade in mogoče leži med populacijo vzhodne kraške Ljubljanice in 
Kraško PSV ravno takšna pregrada, ki pa ni razvodnica, ampak vseeno onemogoča 
disperzijo, razen ob redkih hidroloških ekstremih. Tako bi bila Kraška PSV še vedno 
izolirana in bi pri njej potekala alopatrična speciacija.  
Vendar, ali si Kraška PSV sploh zasluži status PSV, če smo v temu delu pokazali, da prihaja 
do križanja s plodnimi potomci s populacijo zahodne kraške Ljubljanice? Obstoj križancev 
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še ne pomeni nujno, da si populacija ne zasluži potencialnega statusa vrste. V naravi 
dostikrat prihaja do križanja tudi pri dobro opredeljenih in ločenih vrstah. Bombina bombina 
in Bombina variegata sta dva taksona, ločena že v pradavnini, z različnima ekološkima 
nišama. Vendar se osebki med seboj prosto parijo in tvorijo križance na območjih 
prekrivanja obeh vrst. Brezskrbno opredeliti, ali je neka izolirana populacija že dosegla 
status vrste, je zaradi različnih meril, po katerih določamo vrste, včasih težko. Seveda je pri 
uporabi tovrstnih molekularnih metod potrebna previdnost, saj lahko hitro pademo v past 
“odkrivanja” vedno novih in novih vrst. Če si sistem ogledamo večkrat in vsakič podrobneje, 
seveda opazimo več razlik. Trontelj in sodelavci (2017) so našli dokaze za globlje členitve 
znotraj podvrste belega močerila. Izsledki, predstavljeni v tem delu, to potrjujejo, vendar 
kažejo, da je strukturiranost znotraj jugozahodne Slovenije še globlja in vključuje tudi 
hibridno cono. V jugozahodni Sloveniji sta torej vsaj dve filetski liniji, ki ju sestavlja več 
populacij, ki so potencialno samostojne vrste. Prvo PSV sestavljajo populacije zahodne 
kraške Ljubljanice, vzhodne kraške Ljubljanice in Vipave, drugo pa populaciji slovenskega 
Krasa in italijanskega Krasa. Smiselnost opredeljevanja le-teh kot samostojne vrste ne bi 
smela sloneti zgolj na eni metodi, naj je to analiza mtDNA, mikrosatelitov ali morfoloških 
znakov. V tem delu smo se lotili ločevanja linij predvsem z molekularnimi metodami, 
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• Kraška PSV in PSV kraške Ljubljanice sta na podlagi filogenetskih analiz 
mikrosatelitov in mitohondrijske DNA dva ločena klada. 
• Kraško PSV sestavljata dve populaciji: populacija slovenskega Krasa in populacija 
italijanskega Krasa. 
• PSV kraške Ljubljanice sestavljajo tri populacije: vzhodna kraška Ljubljanica, 
zahodna kraška Ljubljanica in Vipavska populacija. 
• V okolici Sežane v Jami Sežanske Reke je hibridna cona, kjer prihaja do stika 
osebkov Kraške PSV in populacije zahodne kraške Ljubljanice. Do stika med njima 
je prišlo zaradi izjemnih hidroloških razmer. 
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V jugozahodni Sloveniji leži planota Kras, po kateri je poimenovana kraška topografija. V 
podzemnih vodah dinarskega krasa živi edini pravi evropski stigobiontski vretenčar Proteus 
anguinus. Kljub dolgoletnim raziskavam ima ta enigmatična vrsta za zdaj dokaj preprosto 
uradno taksonomsko razdelitev na dve podvrsti: P. a. anguinus in P. a. parkelj. Že kar nekaj 
raziskovalcev je ugotovilo, da ta delitev ni več najustreznejša, še posebej pri beli podvrsti P. 
a. anguinus ne. V tem magistrskem delu smo pod drobnogled vzeli območje jugozahodne 
Slovenije, kjer prihaja do stika jadranskega in donavskega povodja. Čeprav naj bi bile 
stigobiontske živali različnih povodij ločene, lahko ob izjemnih hidroloških dogajanjih 
vseeno prihaja do mešanja osebkov različnih populacij. Namen naloge je bilo natančneje 
pogledati dogajanje v morebitni hibridni coni v Jami Sežanske Reke, kjer se stikata dve PSV 
močerila, Kraška PSV in PSV kraške Ljubljanice, ter določiti izvor križancev. 
Iz kožnih brisov močerilov, vzetih na terenih, smo v laboratoriju izolirali DNA. Za določitev, 
kateri PSV pripada določeni osebek, smo izolirali in pozneje analizirali vzorce jedrne in 
mitohondrijske DNA. Izolaciji DNA je sledilo pomnoževanje z verižno reakcijo s 
polimerazo (PCR). Pri mtDNA smo uporabili dva fragmenta, kontrolno regijo (CR) ter 12S 
in 16S rRNA (rRNA). Nekatere vzorce smo sekvencirali, večini drugim pa smo pripadnost 
PSV določili z encimsko restrikcijo kontrolne regije. Po čiščenju smo sekvencirane vzorce 
skupaj z že objavljenimi podatki uporabili, da smo izračunali tri drevesa največjega verjetja: 
(1) drevo gena CR, (2) drevo gena rRNA in (3) drevo združenih genov CR in rRNA. Vsa tri 
drevesa so pokazala, da osebki Kraške PSV tvorijo svoj ločeni klad. Večja razlika je bila pri 
drevesu CR, kjer za najbolj sorodna klada kraškemu dodeli Dolenjsko - Belo krajino in 
Stično. Pri preostalih dveh drevesih je bil kraškemu kladu najbolj soroden ljubljanski klad. 
Za analizo populacijske pripadnosti in identifikacijo križancev smo uporabili kratka 
ponavljajoča se zaporedja DNA (mikrosatelite). Po izolaciji, PCR in čiščenju smo podatke 
uporabili v analizi populacijske genetike z Bayesovim pristopom gručenja z uporabo 
algoritma markovske verige Monte Carlo (MCMC) v programu Structure. Bayesova analiza 
je pokazala več populacij tudi znotraj obeh ločenih PSV. Znotraj Kraške PSV se pojavi 
italijanska populacija. PSV kraške Ljubljanice pa se razdeli na tri populacije: populacijo 
zahodne kraške Ljubljanice, populacijo vzhodne kraške Ljubljanice in Vipavsko populacijo. 
33 
Makovec G. Genetska analiza populacij močerila (Proteus anguinus) na območju prekrivanja jadranskega in donavskega povodja.  
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij ekologije in biodiverzitete, 2019   
 
  
Križanje v Jami Sežanske Reke poteka med osebki Kraške PSV, tistimi na slovenski strani 
in osebki populacije zahodne kraške Ljubljanice. Za analizo križancev smo uporabili 63 
vzorcev, od tega 58 iz hibridne cone in pet dodatnih iz lokalitet zahodne kraške Ljubljanice 
za večji nabor vzorcev. Ustvarili smo tudi hipotetične križance, da bi se tako izognili 
problemu majhnega števila vzorcev. V hibridni coni nismo našli nobenega križanca prve 
generacije (F1), ampak samo križance druge generacije in povratne križance z obema 
starševskima populacijama. Prenos osebkov iz populacije zahodne kraške Ljubljanice je bil 
torej enkraten dogodek, verjetno posledica izjemnega hidrološkega dogajanja. Vemo tudi, 
da križanci niso posledica morebitnega prenosa osebkov iz Planinsko-Postojnskega 
jamskega sistema (PPJS) v Škocjanske jame zaradi turizma. Naša analiza je namreč 
pokazala, da osebki PPJS pripadajo populaciji vzhodne kraške Ljubljanice, ki jih pa nismo 
zaznali v hibridni coni. V okolice Sežane je zaradi zapletenega podzemnega pretakanja in 
redkega hidrološkega dogodka v Reki prišlo do stikanja dveh liniji proteusa: Kraške PSV in 
populacije vzhodne kraške Ljubljanice. Med osebki prihaja do križanja na ozkem območju 
v Jami Sežanske Reke.  
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 Preglednica lokusov. Ta – temperatura spajanja. N – število vzorcev. 
Lokus Kratica Primerska sekvenca 5'-3' Ponavljajoči 
se motiv 






PA_002648 PA01 F: TGCCGTAGTAGACTCTTGCC (TCTA)22 2 FAM 150-
280 
64 159 22 
  
R: CGCAAGCACCAAGATAGCTC 
       
PA_001895 PA02 F: ACTTCAGCCATCTCTCGGTC (TAGA)12 / FAM 230-
300 
62 159 12 
  
R: TCGCATTTCGCATGTACTCG 
       
PA_024681 PA21 F: ATAGCTGTTCACGCAGAACG (AGAT)13 3 NED 110-
170 
62 159 5 
  
R: CCAGACTATATGCAGGCCCC 
       
PA_1534 PA22 F: ACGTTGCTTCATGTGCCTTC (ATCT)18 2 NED 200-
340 
64 158 20 
  
R: CCTTGGGTCGTATGTTGCAC 
       
PA_176651 PA31 F: TGACCTATTCGGTTGAACGTG (GATA)17 3 PET 150-
280 
62 158 19 
  
R: AACGCTGTCATTTGCAGCTC 
       
PA_190694 PA32 F: TCCGCCTGTACCCATTTAGG (ATAG)19 4 PET 140-
230 
62 159 10 
  
R: TGACATGTTTTGAGCCACGG 
       
PA_237589 PB01 F: GAGGGCTAAACTAACATGCGG (TCTA)23 3 FAM 140-
220 
62 149 17 
  
R: GGTGACCTTTGGGCTGTATC 
       
PA_012650 PB02 F: GCCAAGATGGCTGTTCAGG (TAGA)18 / FAM 160-
290 
60 158 17 
  
R: AAGTACGACCACATCACCCC 
       
PA_279833 PB03 F: TGAGGCTGCACACAGTTATG (TCTA)20 3 FAM 280-
360 
62 160 22 
  
R: AGCAAACACTTGTGAGGGATG 
       
PA_028386 PB12 F: 
AGGTCTGCACAGCTAAAATAAATA
C 
(GATA)20 4 VIC 330-
400 




       
PA_025902 PB21 F: GTAGGCATGCACAATGGGTC (ATAG)13 4 NED 90-160 62 147 10   
R: AGGCCTAGTTGGGTATCAGC 
       
PA_004734 PC02 F: AGCTCCATCGGTGAGATAGC (GATA)13 / FAM 160-
380 
64 154 21 
  
R: CTCCCACAGCCTGAGAAGTC 
       
PA_035455 PC03 F: AATGACGTTTGCCACCCAAG (TCTA)16 4 FAM 160-
320 
62 150 4 
  
R: GTCTGAGCATCTTTAGCGCC 
       
PA_054846 PC11 F: TATCCTTCGAGCTCTGCACC (ATAG)12 1 VIC 130-
190 
64 147 7 
  
R: CTACGTGCCACAGGTGTTTC 
       
PA_066527 PC12 F: GAAGGGCTGTGCTAATGCAG (TCTA)15 2 VIC 180-
250 
64 160 8 
  
R: ACTGTTCCCCAGAATCCAGC 
       
PA_069229 PC21 F: GCCAACAGGCTTGTACGTG (ATAG)14 1 NED 130-
180 
64 157 7 
  
R: TCCATCCACTTGGCTACGAC 
       
PA_254183 PC22 F: CAAGATGGGCCTTTGGTGC (ATAG)13 1 NED 230-
290 
64 156 12 
  
R: TCAAGGGGATGACTGCTGAC 
       
PA_005567 PC31 F: GTCCTATAGCGCCAAGATGC (ATAG)12 1 PET 170-
300 
64 157 21 
  
R: ACTACTGACACACAATAGCCAC 
       
PA_004495 PC32 F: TTTCGCTAGTGCCTTCCATC (GATA)10 2 PET 220-
350 
64 157 14 
  
R: AGAAAGACCATGCTCCCTGC 
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Nabor vzorcev za analizo mitohondrijske DNA in uporabljena analiza za določitev mitohondrijske linije 
posameznega vzorca. CR – sekvenciranje kontrolne regije, rRNAS - sekvenciranje rRNAS rRNA, restrikcija 
– encimska restrikcija z encimom TaqI. 
Lokaliteta Oznaka 
osebka 
Analiza Lokaliteta Oznaka 
osebka 
Analiza 
Ambroževe mlake, Slavina, 
Postojna, SI 
AM135 CR Cartiera del Timavo, 
Štivan, Devin, IT 
CT238 rRNAS, CR, 
restrikcija  
AM144 CR Pozzo presso S. Giovanni 
di Duin, Devin, IT 
DU261 rRNAS, CR, 
restrikcija     
DU262 CR, restrikcija 
Dabarska pećina, Lušči polje, 
Sanski most, BiH 
DP206 rRNAS, CR 
 
PA230 restrikcija 
Gašpinova jama, Logatec, SI GA167 CR 
   
 
GO321 rRNAS, CR 
   
Ravne, Grčarice, Ribnica, SI GR122 CR 
 




PA800 CR, restrikcija  
GR131 CR 
 
PA801 CR, restrikcija  
IS314 rRNAS, CR Grotta Lazaro Jerko, Prčji 
Dol, Opčine, IT 
PA332 rRNAS, CR, 
restrikcija  
IS315 CR Grotta Nevio, Štivan, 
Monfalcone, ITA 
PA333 restrikcija 
Na trati, Jelševnik, Črnomelj, 
SI 
JE143 rRNAS, CR Pozzo dei Frari, Gradišče 
ob Soči, Gorica, ITA 
PA334 rRNAS, CR, 
restrikcija  
JE318 CR Jama Sežanske Reke, 
Sežana, SI 




PA718 rRNAS, CR, 
restrikcija 
Kompoljska jama, Dobrepolje, 
SI 
KO12 rRNAS, CR 
 




PA720 CR, restrikcija  
KO201 CR 
 
PA721 CR, restrikcija  
KU255 rRNAS, CR 
 
PA722 CR, restrikcija  
KU256 rRNAS, CR 
 








PA725 CR, restrikcija 
 
MA110 rRNAS, CR 
 
PA726 CR, restrikcija 
Mobišaht, Ribnica, SI MB166 CR 
 








PA729 CR, restrikcija 
Mejame, Dane, Divača, SI ME222 CR, restrikcija 
 
PA730 restrikcija  
ME223 CR, restrikcija 
 
PA731 CR, restrikcija  
ME55 rRNAS, CR 
 
PA732 CR, restrikcija 
Miljacka pećina, Šibenik, HR MI159 CR 
 
PA733 CR, restrikcija  
MI265 rRNAS, CR 
 
PA734 CR, restrikcija  
MI292 CR 
 
PA735 rRNAS, CR 
Močilnik, Vrhnika, SI MO102 CR 
 
PA735 restrikcija 






MP264 rRNAS, CR 
 









Otovški breg, Otovec, 
Črnomelj, SI 










Cisterna za vodo, 800 m od 
izvira Sušec v dolini Raše, SI 
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Prestranek, Postojna, SI PC530 restrikcija 
 
PB921 restrikcija 







Pincinova jama, Nova vas, 
Poreč, HR 










Planinska jama, Planina, SI PL212 CR 
 
PB927 restrikcija  
PL3 rRNAS, CR 
 
PB928 restrikcija  
PL99 rRNAS, CR 
 
PB929 restrikcija  
RB308 CR 
 
PB930 restrikcija  
RB309 rRNAS, CR 
 




Rupečica, Ivanci, Ogulin, HR RP156 CR 
 
PB934 restrikcija  
RP276 rRNAS, CR 
 




Rupnica, Rupe, Stična, SI RU70 CR 
 
PB937 restrikcija  
SB312 CR 
 
PB938 restrikcija  
SB313 rRNAS, CR 
 
PB939 restrikcija  
SG230 rRNAS, CR 
 
PB940 restrikcija  
SO229 rRNAS, CR 
 
PB941 restrikcija 
Suvaja pećina, Lušci polje, 





SP205 rRNAS, CR 
 




Stolbe, Črnomelj, SI ST101 CR 
 
PB945 restrikcija 
Sušica, Dolenjske Toplice, SI SU103 CR 
 
PB946 restrikcija 
Torak, Šibenik, HR TO161 CR 
 
PB947 restrikcija  
TO268 CR 
 
PB948 restrikcija  
TO297 rRNAS, CR 
 
PB949 restrikcija 








PB951 restrikcija  




Vir pri Stični, Stična, SI VI216 rRNAS, CR 
 
PA762 CR, restrikcija 
Vjetrenica, Zavala, Popovo 
polje, BiH 
VJ154 rRNAS, CR 
 
PA763 CR, restrikcija 
 
VJ155 CR 
   
 
VJ162 CR 
   
Vrelo Stuba, Vedrine, Trilj, 
HR 
VR33 rRNAS, CR 
   
 
VR39 CR 
   
 
VR48 CR 




Makovec G. Genetska analiza populacij močerila (Proteus anguinus) na območju prekrivanja jadranskega in donavskega povodja.  








Makovec G. Genetska analiza populacij močerila (Proteus anguinus) na območju prekrivanja jadranskega in donavskega povodja.  




HIest rezultati testiranja pripadnosti hipotetičnih osebkov. Oznake v stolpcih id so številke hipotetičnih 
križancev, kjer je: Kr – Kraška PSV; oLj – zahodna kraška Ljubljanice; 1F – križanci prve generacije; 2F – 
križanci druge generacije; BKr – povratni križanci s Kraško PSV; BoLj – povratni križanci z zahodno kraško 
Ljubljanico. Oznake v stolpcih Best.class so: class001 – čistokrvni Kraška PSV; class100 – čistokrvni 
zahodna kraška Ljubljanica; class010 – F1 križanci; class121 F2 – Križanci; Bkr – povratni križanci s Kraško 














Kr1 class001 oLj1 class100 1F1 class010 2F1 class121 BKr1 class011 BoLj1 class110 
Kr2 class001 oLj2 class100 1F2 class010 2F2 class121 BKr2 class011 BoLj2 class110 
Kr3 class001 oLj3 class100 1F3 class010 2F3 class121 BKr3 class011 BoLj3 class110 
Kr4 class001 oLj4 class100 1F4 class010 2F4 class121 BKr4 class011 BoLj4 class110 
Kr5 class001 oLj5 class100 1F5 class010 2F5 class121 BKr5 class011 BoLj5 class110 
Kr6 class001 oLj6 class100 1F6 class010 2F6 class121 BKr6 class011 BoLj6 class110 
Kr7 class001 oLj7 class100 1F7 class010 2F7 class121 BKr7 class011 BoLj7 class110 
Kr8 class001 oLj8 class100 1F8 class010 2F8 class121 BKr8 class011 BoLj8 class110 
Kr9 class001 oLj9 class100 1F9 class010 2F9 class121 BKr9 class011 BoLj9 class110 
Kr10 class001 oLj10 class100 1F10 class010 2F10 class121 BKr10 class011 BoLj10 class110 
Kr11 class001 oLj11 class100 1F11 class010 2F11 class121 BKr11 class011 BoLj11 class110 
Kr12 class001 oLj12 class100 1F12 class010 2F12 class121 BKr12 class011 BoLj12 class110 
Kr13 class001 oLj13 class100 1F13 class010 2F13 class121 BKr13 class011 BoLj13 class110 
Kr14 class001 oLj14 class100 1F14 class010 2F14 class121 BKr14 class011 BoLj14 class110 
Kr15 class001 oLj15 class100 1F15 class010 2F15 class121 BKr15 class011 BoLj15 class110 
Kr16 class001 oLj16 class100 1F16 class010 2F16 class121 BKr16 class011 BoLj16 class110 
Kr17 class001 oLj17 class100 1F17 class010 2F17 class011 BKr17 class011 BoLj17 class110 
Kr18 class001 oLj18 class100 1F18 class010 2F18 class121 BKr18 class011 BoLj18 class110 
Kr19 class001 oLj19 class100 1F19 class010 2F19 class121 BKr19 class011 BoLj19 class110 
Kr20 class001 oLj20 class100 1F20 class010 2F20 class121 BKr20 class011 BoLj20 class110 
Kr21 class001 oLj21 class100 1F21 class010 2F21 class121 BKr21 class011 BoLj21 class110 
Kr22 class001 oLj22 class100 1F22 class010 2F22 class121 BKr22 class011 BoLj22 class110 
Kr23 class001 oLj23 class100 1F23 class010 2F23 class121 BKr23 class011 BoLj23 class110 
Kr24 class001 oLj24 class100 1F24 class010 2F24 class121 BKr24 class011 BoLj24 class110 
Kr25 class001 oLj25 class100 1F25 class010 2F25 class121 BKr25 class011 BoLj25 class110 
Kr26 class001 oLj26 class100 1F26 class010 2F26 class121 BKr26 class011 BoLj26 class110 
Kr27 class001 oLj27 class100 1F27 class010 2F27 class121 BKr27 class011 BoLj27 class110 
Kr28 class001 oLj28 class100 1F28 class010 2F28 class121 BKr28 class011 BoLj28 class110 
Kr29 class001 oLj29 class100 1F29 class010 2F29 class121 BKr29 class011 BoLj29 class110 
Kr30 class001 oLj30 class100 1F30 class010 2F30 class121 BKr30 class011 BoLj30 class110 
Kr31 class001 oLj31 class100 1F31 class010 2F31 class011 BKr31 class011 BoLj31 class110 
Kr32 class001 oLj32 class100 1F32 class010 2F32 class121 BKr32 class011 BoLj32 class110 
Kr33 class001 oLj33 class100 1F33 class010 2F33 class121 BKr33 class011 BoLj33 class110 
Kr34 class001 oLj34 class100 1F34 class010 2F34 class121 BKr34 class011 BoLj34 class110 
Kr35 class001 oLj35 class100 1F35 class010 2F35 class121 BKr35 class011 BoLj35 class110 
Kr36 class001 oLj36 class100 1F36 class010 2F36 class121 BKr36 class011 BoLj36 class110 
Kr37 class001 oLj37 class100 1F37 class010 2F37 class121 BKr37 class011 BoLj37 class110 
Kr38 class001 oLj38 class100 1F38 class010 2F38 class121 BKr38 class011 BoLj38 class110 
Kr39 class001 oLj39 class100 1F39 class010 2F39 class121 BKr39 class011 BoLj39 class110 
Kr40 class001 oLj40 class100 1F40 class010 2F40 class121 BKr40 class011 BoLj40 class110 
Kr41 class001 oLj41 class100 1F41 class010 2F41 class121 BKr41 class011 BoLj41 class110 
Kr42 class001 oLj42 class100 1F42 class010 2F42 class121 BKr42 class011 BoLj42 class110 
Kr43 class001 oLj43 class100 1F43 class010 2F43 class121 BKr43 class011 BoLj43 class110 
Kr44 class001 oLj44 class100 1F44 class010 2F44 class121 BKr44 class011 BoLj44 class110 
Kr45 class001 oLj45 class100 1F45 class010 2F45 class121 BKr45 class011 BoLj45 class110 
Kr46 class001 oLj46 class100 1F46 class010 2F46 class121 BKr46 class011 BoLj46 class110 
Kr47 class001 oLj47 class100 1F47 class010 2F47 class121 BKr47 class011 BoLj47 class110 
Kr48 class001 oLj48 class100 1F48 class010 2F48 class121 BKr48 class011 BoLj48 class110 
Kr49 class001 oLj49 class100 1F49 class010 2F49 class121 BKr49 class011 BoLj49 class110 
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NewHybrids rezultati testiranja pripadnosti hipotetičnih osebkov. Oznake v stolpcih id so številke 
hipotetičnih križancev, kjer je: Kr – Kraška PSV; oLj – zahodna kraška Ljubljanice; 1F – križanci prve 
generacije; 2F – križanci druge generacije; BKr – povratni križanci s Kraško PSV; BoLj – povratni križanci z 
zahodno kraško Ljubljanico. Vrednosti v stolpcih Kr, oLj, F1, F2, BKr in BoLj predstavljajo verjetnost, da 
osebek pripada določeni skupini. 
 
id Kr oLj F1 F2 BKr BoLj id Kr oLj F1 F2 BKr BoLj 
Kr1 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 2F1 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 
Kr2 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 2F2 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 
Kr3 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 2F3 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 
Kr4 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 2F4 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 
Kr5 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 2F5 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 
Kr6 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 2F6 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 
Kr7 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 2F7 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 
Kr8 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 2F8 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 
Kr9 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 2F9 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 
Kr10 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 2F10 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 
Kr11 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 2F11 0,000 0,000 0,000 0,990 0,000 0,010 
Kr12 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 2F12 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 
Kr13 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 2F13 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 
Kr14 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 2F14 0,000 0,000 0,000 0,999 0,001 0,000 
Kr15 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 2F15 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 
Kr16 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 2F16 0,000 0,000 0,000 0,977 0,023 0,000 
Kr17 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 2F17 0,000 0,000 0,006 0,074 0,920 0,000 
Kr18 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 2F18 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 
Kr19 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 2F19 0,000 0,000 0,000 0,998 0,000 0,002 
Kr20 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 2F20 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 
Kr21 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 2F21 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 
Kr22 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 2F22 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 
Kr23 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 2F23 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 
Kr24 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 2F24 0,000 0,000 0,000 0,951 0,000 0,049 
Kr25 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 2F25 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 
Kr26 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 2F26 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 
Kr27 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 2F27 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 
Kr28 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 2F28 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 
Kr29 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 2F29 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 
Kr30 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 2F30 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 
Kr31 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 2F31 0,000 0,000 0,000 0,997 0,003 0,000 
Kr32 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 2F32 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 
Kr33 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 2F33 0,000 0,000 0,000 0,999 0,000 0,001 
Kr34 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 2F34 0,000 0,000 0,000 0,999 0,000 0,001 
Kr35 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 2F35 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 
Kr36 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 2F36 0,000 0,000 0,000 0,999 0,000 0,001 
Kr37 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 2F37 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 
Kr38 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 2F38 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 
Kr39 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 2F39 0,000 0,000 0,000 0,998 0,000 0,002 
Kr40 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 2F40 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 
Kr41 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 2F41 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 
Kr42 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 2F42 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 
Kr43 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 2F43 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 
Kr44 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 2F44 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 
Kr45 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 2F45 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 
Kr46 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 2F46 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 
Kr47 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 2F47 0,000 0,000 0,000 0,864 0,000 0,136 
Kr48 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 2F48 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 
Kr49 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 2F49 0,000 0,000 0,000 0,995 0,000 0,005 
Kr50 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 2F50 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 
oLj1 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 BKr1 0,000 0,000 0,000 0,009 0,991 0,000 
oLj2 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 BKr2 0,000 0,000 0,000 0,004 0,996 0,000 
oLj3 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 BKr3 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 
oLj4 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 BKr4 0,000 0,000 0,000 0,002 0,998 0,000 
oLj5 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 BKr5 0,000 0,000 0,000 0,002 0,998 0,000 
oLj6 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 BKr6 0,000 0,000 0,000 0,005 0,995 0,000 
oLj7 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 BKr7 0,000 0,000 0,000 0,016 0,984 0,000 
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id Kr oLj F1 F2 BKr BoLj id Kr oLj F1 F2 BKr BoLj 
oLj8 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 BKr8 0,000 0,000 0,000 0,017 0,983 0,000 
oLj9 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 BKr9 0,000 0,000 0,000 0,005 0,995 0,000 
oLj10 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 BKr1
0 
0,000 0,000 0,000 0,001 0,999 0,000 
oLj11 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 BKr1
1 
0,000 0,000 0,000 0,021 0,979 0,000 
oLj12 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 BKr1
2 
0,000 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 
oLj13 0,000 0,999 0,000 0,000 0,000 0,001 BKr1
3 
0,000 0,000 0,000 0,002 0,998 0,000 
oLj14 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 BKr1
4 
0,000 0,000 0,000 0,010 0,990 0,000 
oLj15 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 BKr1
5 
0,000 0,000 0,000 0,001 0,999 0,000 
oLj16 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 BKr1
6 
0,000 0,000 0,000 0,055 0,945 0,000 
oLj17 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 BKr1
7 
0,000 0,000 0,000 0,008 0,992 0,000 
oLj18 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 BKr1
8 
0,000 0,000 0,000 0,003 0,997 0,000 
oLj19 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 BKr1
9 
0,000 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 
oLj20 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 BKr2
0 
0,000 0,000 0,000 0,017 0,983 0,000 
oLj21 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 BKr2
1 
0,000 0,000 0,000 0,001 0,999 0,000 
oLj22 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 BKr2
2 
0,000 0,000 0,000 0,002 0,998 0,000 
oLj23 0,000 0,999 0,000 0,000 0,000 0,001 BKr2
3 
0,000 0,000 0,000 0,007 0,993 0,000 
oLj24 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 BKr2
4 
0,000 0,000 0,000 0,001 0,999 0,000 
oLj25 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 BKr2
5 
0,000 0,000 0,000 0,001 0,999 0,000 
oLj26 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 BKr2
6 
0,000 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 
oLj27 0,000 0,997 0,000 0,000 0,000 0,003 BKr2
7 
0,000 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 
oLj28 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 BKr2
8 
0,000 0,000 0,000 0,002 0,998 0,000 
oLj29 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 BKr2
9 
0,000 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 
oLj30 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 BKr3
0 
0,000 0,000 0,000 0,003 0,997 0,000 
oLj31 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 BKr3
1 
0,000 0,000 0,000 0,004 0,996 0,000 
oLj32 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 BKr3
2 
0,000 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 
oLj33 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 BKr3
3 
0,000 0,000 0,000 0,001 0,999 0,000 
oLj34 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 BKr3
4 
0,000 0,000 0,000 0,008 0,992 0,000 
oLj35 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 BKr3
5 
0,000 0,000 0,000 0,007 0,993 0,000 
oLj36 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 BKr3
6 
0,000 0,000 0,000 0,001 0,999 0,000 
oLj37 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 BKr3
7 
0,000 0,000 0,000 0,006 0,994 0,000 
oLj38 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 BKr3
8 
0,000 0,000 0,000 0,002 0,998 0,000 
oLj39 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 BKr3
9 
0,000 0,000 0,000 0,001 0,999 0,000 
oLj40 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 BKr4
0 
0,000 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 
oLj41 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 BKr4
1 
0,000 0,000 0,000 0,013 0,987 0,000 
oLj42 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 BKr4
2 
0,000 0,000 0,000 0,001 0,999 0,000 
oLj43 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 BKr4
3 
0,000 0,000 0,000 0,001 0,999 0,000 
oLj44 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 BKr4
4 
0,000 0,000 0,000 0,009 0,991 0,000 
oLj45 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 BKr4
5 
0,000 0,000 0,000 0,002 0,998 0,000 
oLj46 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 BKr4
6 
0,000 0,000 0,000 0,005 0,995 0,000 
oLj47 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 BKr4
7 
0,000 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 
oLj48 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 BKr4
8 
0,000 0,000 0,000 0,001 0,999 0,000 
oLj49 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 BKr4
9 
0,000 0,000 0,000 0,001 0,999 0,000 
oLj50 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 BKr5
0 
0,000 0,000 0,000 0,001 0,999 0,000 
1F1 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 BoLj
1 
0,000 0,000 0,000 0,001 0,000 0,999 
1F2 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 BoLj
2 
0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000 
1F3 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 BoLj
3 
0,000 0,000 0,000 0,001 0,000 0,999 
1F4 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 BoLj
4 
0,000 0,000 0,000 0,004 0,000 0,996 
1F5 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 BoLj
5 
0,000 0,000 0,000 0,003 0,000 0,997 
1F6 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 BoLj
6 
0,000 0,000 0,000 0,002 0,000 0,998 
1F7 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 BoLj
7 
0,000 0,000 0,000 0,002 0,000 0,998 
1F8 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 BoLj
8 
0,000 0,000 0,000 0,009 0,000 0,991 
1F9 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 BoLj
9 
0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000 
1F10 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 BoLj
10 
0,000 0,000 0,000 0,001 0,000 0,999 
1F11 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 BoLj
11 
0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000 
1F12 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 BoLj
12 
0,000 0,000 0,000 0,004 0,000 0,996 
1F13 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 BoLj
13 
0,000 0,000 0,000 0,006 0,000 0,994 
1F14 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 BoLj
14 
0,000 0,000 0,000 0,001 0,000 0,999 
1F15 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 BoLj
15 
0,000 0,000 0,000 0,009 0,000 0,991 
1F16 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 BoLj
16 
0,000 0,000 0,000 0,001 0,000 0,999 
1F17 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 BoLj
17 
0,000 0,000 0,000 0,006 0,000 0,994 
1F18 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 BoLj
18 
0,000 0,000 0,000 0,002 0,000 0,998 
1F19 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 BoLj
19 
0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000 
1F20 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 BoLj
20 
0,000 0,000 0,000 0,001 0,000 0,999 
1F21 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 BoLj
21 
0,000 0,000 0,000 0,010 0,000 0,990 
1F22 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 BoLj
22 
0,000 0,000 0,000 0,002 0,000 0,998 
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id Kr oLj F1 F2 BKr BoLj id Kr oLj F1 F2 BKr BoLj 
1F23 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 BoLj
23 
0,000 0,000 0,000 0,002 0,000 0,998 
1F24 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 BoLj
24 
0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000 
1F25 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 BoLj
25 
0,000 0,000 0,000 0,001 0,000 0,999 
1F26 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 BoLj
26 
0,000 0,000 0,000 0,022 0,000 0,978 
1F27 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 BoLj
27 
0,000 0,000 0,000 0,007 0,000 0,993 
1F28 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 BoLj
28 
0,000 0,000 0,000 0,001 0,000 0,999 
1F29 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 BoLj
29 
0,000 0,000 0,000 0,003 0,000 0,997 
1F30 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 BoLj
30 
0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000 
1F31 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 BoLj
31 
0,000 0,000 0,000 0,012 0,000 0,988 
1F32 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 BoLj
32 
0,000 0,000 0,000 0,002 0,000 0,998 
1F33 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 BoLj
33 
0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000 
1F34 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 BoLj
34 
0,000 0,000 0,000 0,002 0,000 0,998 
1F35 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 BoLj
35 
0,000 0,000 0,000 0,166 0,000 0,834 
1F36 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 BoLj
36 
0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000 
1F37 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 BoLj
37 
0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000 
1F38 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 BoLj
38 
0,000 0,000 0,000 0,018 0,000 0,982 
1F39 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 BoLj
39 
0,000 0,000 0,000 0,001 0,000 0,999 
1F40 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 BoLj
40 
0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000 
1F41 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 BoLj
41 
0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000 
1F42 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 BoLj
42 
0,000 0,000 0,000 0,012 0,000 0,988 
1F43 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 BoLj
43 
0,000 0,000 0,000 0,005 0,000 0,995 
1F44 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 BoLj
44 
0,000 0,000 0,000 0,002 0,000 0,998 
1F45 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 BoLj
45 
0,000 0,000 0,000 0,002 0,000 0,998 
1F46 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 BoLj
46 
0,000 0,000 0,000 0,002 0,000 0,998 
1F47 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 BoLj
47 
0,000 0,000 0,000 0,001 0,000 0,999 
1F48 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 BoLj
48 
0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000 
1F49 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 BoLj
49 
0,000 0,000 0,000 0,004 0,000 0,996 
1F50 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 BoLj
50 
0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000 
 
